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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
カテコール2、3－ジオキシゲナーゼは非へム2価鉄（R∋汁）を補因子とする4量体酵素であり、
二原子の酸素の添加とともにカテコールを環開裂しα－ヒドロキシムコソ酸e－セミアルデヒトを生
成する反応を触媒する。本酵素はすでにかβ枇わ〝従椚α∫卸iゐmt－2（P．勿血血）より精製・結晶
化され、遺伝子のクローニソグ・塩基配列の決定がなされているが、非へム3価鉄（Fe3＋）を補因子
とし赤紫色を呈する他のジオキシゲナーゼと異なり、無色であるため分光学的研究が困難で活性部位
の構造や反応機構の研究が遅れている。本研究では、その困難を克服するため、酵素の大量発現系の
確立ならびに活性部位探索試薬の開発を試みた。
［方　法］
培養・精製：lファージ由来のPLプロモーター、温度感受性レプレッサーCltsをもつベクターに本
酵素遺伝子ズメガを組み込んだ発現プラスミド（pHT3）を導入した大腸菌W3110株を、アソピシ
リソを含むLB培地中で42℃，10時間培養した。精製は野崎らの方法に準じて行った。
酵素の諸性質：分子量は光散乱法で、ストークス半径はゲルロカ法で、鉄含有量は原子吸光法でそ
れぞれ求めた。アミノ酸分析・N端末アミノ酸配列の決定にはアミノ酸分析計・気相プロティソシー
クエソサーを用いた。酵素活性は25℃、pH7．5の条件下で生成物の375nmの吸光度の増加より測定し
た。0－ニトロフェノール（ONP）の結合曲線はHummel－Dreyerゲルロカ法により求めた。光
吸収スペクトル・円偏光二色性（CD）スペクトル・共鳴ラマソスペクトルはそれぞれ分光光度計・
円二色性分散計・ラマソスペクトロメーターで測定した。
［結　果］
本形質転換大腸菌から培養液1リットル当たり80mgの酵素が得られ、最終精製標品の比活性と鉄
含有量はそれぞれ536U／mg、3．7moI Fe／molenzymeであった。分子量は14万（4量体）、ストー
クス半径は虚．6A、酵素濃度の変化によるサブユニットへの解離や重合体の形成は認められなかった。
アミノ酸分析の結果は一次構造からの理論値と一致し、N末端アミノ酸配列も分析した50残基までP．
如血おからの酵素と一致した。
カテコールと酸素に対するKm値はそれぞれ1．87／lM、7．45／lMであり、触媒中心活性（K鎚t）は278
S－1と求められた。カテコールに対するKmは0．1nMオーダー以下の酵素濃度領域では一定であったが、
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それ以上では酵素濃度に依存して大きくなる傾向が認められた。括抗阻害剤の解離定数（Ki）は、
アセトソが13mM、ニトロフェノールはオルト・メタ・パラの順に9．3′lM、42．6／lM、111！lMであっ
た。フェノールとニトロペソゼソは、それぞれ1．7mM、205／lMであった。基質特異性定数
（K。8／Km）はカテコールよりも4－メチルカテコールや4－クロロカテコールの方が高く、P．
如成ゐからの酵素の結果とも一致した。比活性は鉄含有量に依存して増加したが、単純な比例関係
にはならず、鉄含有量に大して下に凸の曲線になった。
ホロ酵素に対するONPの結合曲線は直角双曲線を示し、酵素サブユニットに対し1：1で結合し
た。アポ酵素に対する結合は弱かった。ONPの吸収極大（410nm）は酵素との複合体形成により405
nmへとわずかにブルーシフトし、その吸収帯の先鋭化が見られるとともに、長波長領域に幅広い吸
収帯が出現した。CDスペクトルでは複合体にのみ405nmを負の極大とする楕円率が認められ、CD滴
定からの解離定数（10．1／lM）はKlとよく一致した。共鳴ラマソスペクトル（488．Onmで励起）で
は、アニオソ型ONPのニトロ基の対称伸縮振動に基づく共鳴ラマソ線（1334cm‾1）が酵素との結合
により1328cm‾1へと低波数シフトした。
［考　察］
本酵素の発現系についてはすでにいくつかの報告があるが、本法は質・量ともにいずれの方法より
も優れており、ほぼ完全なホロ酵素が得られた。鉄含有量と比活性との関係から、活性発現に鉄が必
須であること、鉄飽和度の異なる酵素間には高次構造に何らかの違いがあることが示唆された。
結合実験から、ONPの酵素への結合過程には協同性はないことが示された。酵素－ONP複合体の
長波長領域での幅広い吸収帯は電荷移動錯体の形成によるものであり、複合体中のONPのニトロ基
はフェノールアニオソの分子平面からわずかに偏位していることが示唆された。またCDスペクトル
からキラルな環境の成立が示され、さらに共鳴ラマソから、ニトロ基を構成する原子間の結合エネル
ギーの低下すなわち電子密度の低下が明らかとなった。これら分光学的研究から、ONPの方および乃
電子の共鳴構造が変化し電子の局在性が高まると結論され、ONPは無色である本酵素の活性部位探
索試薬として有用であることが示された。
［結　論］
本法による酵素発現は質・量ともに優れており、今後の遺伝子操作への応用に対して十分期待でき
るものと考えられる。またONPは本酵素のIも2＋近傍の電子状態を解明するうえで有用な探索試薬である。
学位論文審査の結果の要旨
カテコールの環開裂反応を触媒する二原子酸素添加酵素には、R33＋を補因子とし赤紫色を呈するものと、Fb
2＋を補因子とする無色のものとがある。後者は色がないため各種分光法による解析が困難であり、前
者に比べて活性部位・反応撥樺の研究が遅れている。本研究は、後者の代表であるカテコール2、3
－ジオキシゲナーゼ（補因子はFe2十）について、反応機構の研究を進める目的で活性部位探索試薬の
開発を試みたものであり、以下の結果を得ている。
本酵素の結抗阻害剤の探索において、黄色を呈する0一二トロフェノールが本酵素と黄緑色の安定
な複合体を形成することを兄いだした。Hummel－Dreyerゲルクロマトグラフイq法で両者の結合
を解析した結果、0－ニトロフェノールは4量体である本酵素のサブユニットに対し1：1のモル比
で協同性なく等価に結合し、その解離定数は阻害定数とよく一致していたが、R∋2＋を除いたアポ酵素
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との結合は極めて弱いことが示された。さらに、光吸収・円二色性・共鳴ラマソによる複合体の分光
学的実験から、0－ニトロフェノールは本酵素の有用な活性部位探索試薬であることが示され、複合
体の構造として次のことが明らかとなった。
1）複合体は活性部位のFe2＋と0－一ニトロフェノールとの電荷移動錯体である。2）結合の結果、0
－ニトロフェノールの方電子・乃電子の局在性が高まる。3）錯体形成に伴ってキラルな相互作用が
生じる。4）0－ニトロフェノールのニトロ基を構成する原子間の結合エネルギーが、酵素との結合
により低下する。
本研究の成果は、二価鉄酵素とリガソドとの相互作用を分光学的に初めて明らかにしたことであり
、カテコールの活性化や酸素添加反応の機構を探る上での有力な手がかりとなるものである。
以上より、本研究は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。
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